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　多細胞生物が組織や器官を形成し維持していくためには、細胞が互いを認識し、規則的に結合することが
不可欠である。このため、多細胞生物は細胞間を特異的に繋ぐ各種結合装置を構築している。これらの中で、
デスモソームは常に強い力が加わっている皮膚や心臓においてよく発達しており、強固な細胞間結合を担っ
ている重要な結合装置であると考えられている。また、その構造は斑点状の特異な形態（プラーク）を呈し、
接着タンパク質としてデスモコリンとデスモグレインという２種類のカドヘリンを含んでいる。このため、
これまで多くの研究者がデスモソームに注目し、多数の研究が行われてきた。しかし、デスモソームは比較
的複雑な構造を有するため、研究は難しく、その形成機構に関してはこれまでに相反する研究が多数発表さ
れており、詳細は未だに明らかにされていない。そこで、本研究ではこの問題解明の一環として、まだ十分
検討されていないデスモソーム形成におけるデスモコリン - ２の、特にその細胞内膜近傍領域の機能解析を
行った。本研究の一つの特色は、この数年で大変注目を浴びるようになってきた CRISPR/Cas9システムと
呼ばれる最新の遺伝子編集技術を用いることにより解析を行っていることにある。
論 文 内 容 の 要 旨
　本論文は大きく２つの部分から構成されている。前半の部分では通常の分子生物学的手法を用いて、デス
モソームカドヘリンの一種であるデスモコリン - ２の細胞内膜近傍領域がデスモソーム形成においてどのよ
うな機能を果たしているかをヒトの正常ケラチノサイトである HaCaT 細胞を用いて検討した。まず、細胞
内領域に存在する３カ所の保存領域それぞれの欠損体を作製し、HaCaT 細胞に発現させた。その結果、細
胞内領域の中間部に存在する保存領域（CS2）の欠損体はデスモソーム形成に対し変化を示さなかったが、
既に知られているプラコグロビン結合部位である C 末部の保存領域（CS3）を欠損させたデスモコリン - ２
変異体に加え、膜近傍領域の保存領域（CS) を欠損させたデスモコリン - ２変異体は細胞間接着面に集積
することはできたが、デスモソーム特有のプラーク構造を作ることはできなかった。この CS欠損変異体は、
デスモソームのマーカーであるデスモプラーキンとは共局在しなかったが、免疫沈降法によるとプラコグロ
ビンとは結合できたことから、CS3欠損体とは異なる機構によりプラークが形成されなかったものと考えら
れた。また、可溶化実験によると、これら両欠損デスモコリン - ２変異体は野生型に比べて簡単に可溶化さ
れたことから、デスモソームに取り込まれていないことが明らかとなった。これらの結果は、新しく合成
されたデスモコリン‐２が既存のデスモソームへ取り込まれるためにはデスモコリン - ２の C 末領域に加え、
? ?
? ? ? ? ?
? ? ? ? ?
? ? ? ? ?
???????
???????
??????
?????? ????
????
???????
?????????????????????????????
?????
?? ????
??????????????????????????
????????????
??????????
???????
???????
???????
? ?
? ?
? ?
－2－
細胞内膜近傍領域が必須であることを示唆している。
　本論文の後半は本研究の中心をなす部分である。まず、上記の結果を踏まえ、接着タンパク質としてデ
スモコリン - ２とデスモグレイン - ２のみを含む比較的単純なデスモソームを形成するヒト大腸がん由来の
DLD-細胞において、CRISPR/Cas9システムを用いてこれらデスモソームカドヘリン遺伝子の破壊を行っ
た。得られた細胞について遺伝子のヌクレオチド配列の解析およびウェスタンブロット法による発現解析を
行ったところ、両遺伝子とも破壊されており、これらタンパク質を発現していなかったことから、遺伝子破
壊細胞の得られたことが明らかとなった。得られた遺伝子破壊細胞は親株と同様の上皮状形態を示し、通常
の細胞接着活性を示した。また、電子顕微鏡による観察によると、これらの細胞は接着結合や密着結合は形
成したが、デスモソームを形成できないことが示された。そこで、これらの細胞に再びデスモコリン - ２を
発現させたところ、デスモソームプラークを形成するようになった。したがって、これらデスモソームカド
ヘリン遺伝子の破壊細胞はデスモソームの形成を支える潜在的能力を保持しており、デスモソームの再構成
実験に使用できることが明らかとなった。さらに、この実験結果は、デスモコリン - ２がデスモグレインの
非存在下にデスモソームプラークを形成できることを示している。また、この細胞の細胞分散実験を行った
ところ、デスモソームによると考えられる強い細胞接着活性を示したことから、新たに形成されたプラーク
は接着活性を有するものと考えられる。
　次に、得られたデスモソームカドヘリン遺伝子破壊細胞を用いて前半の実験で得た結果の再検討を行った
ところ、CS欠損デスモコリン - ２変異体は細胞間に直線状に局在するという先に述べた結果と同様の結果
を得ることができた。この結果から、デスモコリン - ２の細胞内膜近傍 CS領域がデスモソーム形成に必須
であると考えられた。しかし、他の可能性として CS領域を大きく除いたコンストラクトを用いていること
から、削除による２次的な影響である可能性も考えられた。そこで、この CS領域においてよく保存されて
いる酸性アミノ酸をアラニンに置換した変異体を作製して実験を行ったところ、欠損変異体と同様の結果が
得られた。したがって、デスモソームプラークが形成できないという結果は、CS領域の欠損に伴う単なる
高次構造変化によるものではないと考えられた。なお，電子顕微鏡による観察によると，この変異体を発現
した遺伝子破壊細胞はデスモソームプラークを形成しなかったが，細胞間にやや電子密度の高い構造体を形
成していた。今のところこの構造の実体は不明である。
　次に、この CS領域がプラーク形成においていかなる機構で働いているのかを明らかにする目的で、どの
ようなタンパク質がこの領域に結合しているかを検索した。免疫沈降法を用いて検討したところ、プラコフィ
リン - ２および - ３が結合することが示された。プラコフィリンは、クラシックカドヘリンの CS相同領域
に結合し、カドヘリンの活性に必須である p20- カテニンのホモログであり、デスモソームの形成に関与し
ていることが既に報告されているが、その機能は不明である。そこで、これら遺伝子を破壊した細胞を取得
してその性質を検討した。その結果、プラコフィリン - ２または - ３遺伝子を単独で破壊した細胞では大き
な影響は見られなかったが、両遺伝子とも破壊した細胞では、CS領域を欠損させた場合と同様デスモコリ
ン - ２は細胞間に直線状に局在するようになり、デスモソームプラークも形成できなくなった。この細胞は
デスモプラーキンとの共局在をも示さなくなったが、プラコグロビンとの結合は保持していた。この遺伝子
破壊細胞にプラコフィリン - ２または - ３を再発現させたところ、プラーク形成能が回復した。以上の結果
より、プラコフィリン - ２と - ３は重複する機能を持っており、プラコフィリンはデスモコリン - ２の CS
領域と相互作用をすることによりデスモソームプラーク形成に関与していることが考えられた。ただし、そ
の詳細な作用機構は不明である。
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨
　本論文は、新しい解析技術として CRISPR/Cas9システムを用いることにより、デスモソームカドヘリン
遺伝子の破壊細胞を得、この細胞を用いてデスモソームの再構成系を確立し、デスモコリン - ２のプラーク
形成過程における細胞内膜近傍領域の生理機構を解析したものである。その結果、デスモコリン - ２の細胞
内膜近傍領域は、プラコフィリン - ２および - ３と相互作用することによりデスモソームプラーク形成に関
与することを明らかにした。また、本論文はデスモソーム形成および機能におけるデスモコリンとデスモグ
レインの役割分担問題に関して、デスモコリン - ２が単独で活性のあるデスモソームプラークを形成できる
ことを示した。これまで技術的問題からデスモソームの形成および機能に関して解析の困難な問題が多数残
されていたが、本論文はこれらの問題の幾つかに対し新しい技術を応用することによって新規の知見を得
たものであり、今後のデスモソーム研究に一つの方向性を示したものといえる。さらに、CRISPR/Cas9シ
ステムはこれまで主に個体レベルで用いられてきているが、本論文は複雑な現象を細胞レベルで解析するう
えでも非常に有用であることを示した。本論文はこの点でも高く評価されるべきものである。本論文の主要
な部分は既に日本生化学会の The Journal of Biochemistry に発表しており、関連論文は Cell Structure and 
Function および The Journal of Biochemistry に発表している。また、本論文の内容は Gordon Conference
を始め国内外の学会で発表している。審査委員会は本論文の内容を中心に面接と公開の論文発表会を行い、
著者が論文内容と用いた技法について充分な理解とともに関連する分野において広い学識を有し、また将来
の研究遂行に対しても十分な能力を持つことを確認した。以上により審査委員会は著者が博士（理学）の学
位を受けるに十分な資格を有するものと判定する。
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